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Cómo medir el pH 


En muestras pequeñas 


Resumen 

Varias aplicaciones en ciencias de la vida implican 
muestras muy pequeñas que requieren análisis por 
múltiples protocolos. Estas muestras típicamente re- 
presentan costosos experimentos y la manipulación 
de muestras puede introducir errores en los resulta- 
dos. Con el sensor de pH adecuado es posible mini- 
mizar el tamaño de la muestra y su manipulación 
para obtener resultados precisos. 


Algunas aplicaciones en volúmenes incluyen: 

e Análisis de muestra de ARN utilizando 
microprocesadores 

e Análisis de muestra de ADN usando PCR 

e Análisis de muestras de proteínas mediante 
inmunoprecipitación 


El desafío de las muestras pequeñas 

Hay tres componentes clave que influyen en la preci- 
sión de la medición del pH: el sensor de vidrio, la 
unión de referencia y la entrada de temperatura. 


El sensor de vidrio es la membrana en la parte inferior 
de un sensor de pH. Está dopado con iones que le 
permiten generar un potencial de voltaje cuando inte- 
ractúa con ¡ones hidronio en solución. El potencial de 
voltaje resultante se convierte luego en una lectura de 
pH utilizable. Para generar un potencial de tensión 
preciso, el sensor de vidrio debe estar en pleno con- 
tacto con la solución a ser analizada. 


La exposición parcial de la membrana al aire durante 
la medición introducirá un error en el resultado. Por 
esta razón, los sensores de tamaño estándar no son 
apropiados para usar con muestras muy pequeñas. 
La muestra no cubre completamente el sensor de vi- 
drio, dejando una interfaz de aire / vidrio. 


La unión de referencia se encuentra típicamente justo 
encima del cristal de detección. Esto permite que el 
electrolito de referencia fluya desde el sensor hacia la 
muestra. Sin flujo constante de electrolito en la mues- 
tra, el error en la lectura es inevitable. Las muestras 
pequeñas raramente se encuentran con la unión elec- 
trolítica de un sensor de tamaño estándar, lo que im- 
pide el flujo de electrolito en la muestra y produce re- 
sultados erróneos. 


Los resultados de pH solo son correctos si se tiene en 
cuenta la temperatura de la muestra durante la medi- 
ción. En muestras muy pequeñas, la masa de la 
muestra es despreciable en comparación con la masa 
del sensor. Por lo tanto, el sensor puede tardar tanto 
en alcanzar el equilibrio que la temperatura del sensor 
se interpreta erróneamente como la temperatura de la 
muestra. 


Cómo medir muestras pequeñas 

Debido a que el valor de pH de una muestra represen- 
ta la concentración de hidronio en la solución, con fre- 
cuencia es imposible diluir la muestra y aún producir 
un valor de pH exacto. En tales casos, el valor de pH 
debe obtenerse de la solución de muestra original, y 
se pueden emplear sensores especializados para 
generar datos precisos. 


Figura 1: 

Sensores de tama- 
ño estándar repre- 
sentados junto a 
equivalentes senso- 
res micro y de su- 
perficie. 


y 100 


Sensores Micro 

Los micro sensores de METTLER TOLEDO incluyen los 
mismos componentes que un sensor de pH estándar, 
configurado para optimizar las mediciones en conte- 
nedores pequeños. 


Mientras que un sensor de tamaño estándar requiere 
de unos pocos mililitros de muestra para medir con 
precisión, un micro sensor tiene componentes minia- 
turizados y se puede utilizar con éxito en muestras 
mucho más pequeñas. El sensor InLab* Micro-Pro- 
ISM con sonda de temperatura integrada tiene peque- 
ños sensor de vidrio y unión que puede sumergirse 
por completo en muestras de solo unos pocos microli- 
tros en volumen. Su diámetro de 5 mm permite la me- 
dición de muestras en recipientes pequeños. 


Para obtener los mejores resultados, los micro senso- 
res deben almacenarse a la misma temperatura que 
las muestras, ya sea en el refrigerador o en la incuba- 
dora, o a temperatura ambiente. Esto garantiza que la 
membrana de pH, el sistema de referencia y la mues- 
tra estén a la misma temperatura, eliminando así los 
errores de las lecturas de temperatura y obteniendo 
resultados más precisos. 


Sensores de Superficie 

Algunas muestras son demasiado pequeñas incluso 
para que un micro sensor mida con precisión. En tales 
casos, un sensor de superficie es la configuración 
óptima. 


Figura 2: Medición de una gota con un InLab Surface. 


Los sensores de superficie, como InLab* Surface-Pro- 
ISM de METTLER TOLEDO, utilizan membranas de vi- 
drio de detección planas y una unión de anillo de ce- 
rámica. En tal caso, una gota de la muestra se coloca 
en una superficie limpia y seca. El sensor de superfi- 
cie se coloca en la parte superior de la gota para ex- 
tender la muestra a través de toda la membrana de 
pH. Con la unión de anillo de cerámica, el electrolito 
de referencia puede escapar y hacer contacto con la 
muestra para obtener una medición precisa. 


Esta técnica también evita que las muestras se conta- 
minen con electrolito de referencia. La gota de muestra 
utilizada para la medición se descarta después. 


Volumen de muestra mínimo por micro sensor en un tipo de contenedor específico 
Tipo de contenedor y típico InLab* Nano InLab? Ultra-Micro InLab* Micro 
tamaño de muestra Diámetrol.7 mm Diámetro 3.0 mm Diámetro 3.0 mm 
Tubos de ensayo pequeños >2mL 50 uL 100 uL 200 uL 
Tubos LiteTouch 1.5- 1.7 mL 20 uL 25 uL 65 uL 
Tubos de muestra 0.5 mL 20 pL 25 uL 65 uL 
Placas 96 posiciones 200-300 uL | 10 pL 20 uL 45 uL 
Micro placas 384 posiciones 5- 100 uL 5 uL 15 uL - 


Tabla 1: volumen de muestra mínimo requerido para la medición con micro sensores en tipos de contenedores específicos 
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